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研究成果の概要（和文）：我々は抗腫瘍物質として単離されたビセニスタチンが、動物細胞に対して初
期エンドソームに由来する巨大な液胞を形成誘導することを見出し、その標的分子を明らかにすること
を目的に、生化学的、化学生物学的アプローチを用いて研究を行った。その結果、ビセニスタチンの
阻害点が PI3P のイノシトール環 5 位をリン酸化する酵素である PIKfyve の上流因子、または膜系を
含む PI 制御系の周辺に存在することを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：Vicenistatin is an novel vacuolating compound, but its molecular mechanism 
has remained to be revealed. We found that vicenistatin interfered with the upstream factors of PIKfyve, 
a PI3P 5-kinase, or regulators involved in PI-turnover.  
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１．研究開始当初の背景 
(1) ビセニスタチンは放線菌から単離された抗
腫瘍物質であり、ビセニサミンという珍しいアミノ
糖を有する 20 員環マクロラクタムである。現在ま
でに若干の構造活性相関検討が行われており、
ビセニサミンが活性に重要であることが明らかに
なっているが、その標的分子及び抗腫瘍活性を
示す作用機序についてはほとんど不明のままで
ある。 
 
(2) 我々は「ビセニスタチンの細胞毒性活性発
現には、アミノ糖の構造が重要である」という情
報から、ビセニスタチンの標的分子がこれまでに
知られている抗腫瘍物質の標的分子とは異なる
と予想し、解析を始めた。その結果、動物細胞
に対して 100～300 nM 処理することにより、2 時
間以内という極めて短時間のうちに細胞の半分
以上を占めるような巨大な液胞を形成誘導する
ことを見出した。ビセニスタチンは動物細胞に対
して急速な液胞化を誘導する始めての薬剤であ
ると考えられる。 
 
(3) このようなユニークな活性を持つ低分子はユ
ニークな標的分子を持つと予想される。ビセニス
タチンは抗腫瘍剤として一時開発が進められて
いたが、物性の悪さにより臨床開発は中止され
た。しかし細胞内標的分子が明らかになり、標的
分子が腫瘍細胞の異常増殖や細胞生存に対し
て関与していることが明らかになれば、新たなが
ん分子標的治療薬の標的分子となることが期待
される。 
 
２．研究の目的 
(1) ビセニスタチンは細胞に対し急速な液胞化
を誘導するユニークな化合物であり、その作用
機構に興味が持たれる。そこでビセニスタチン
の液胞化誘導に関わる因子や細胞内標的分子
を同定する。 
 
(2) ビセニスタチンは抗腫瘍活性を示す物質と
して単離された経緯があるが、急速な液胞化誘
導と抗腫瘍活性との間に関連があるかどうかは
不明である。そこでビセニスタチンの抗腫瘍活
性と液胞化誘導活性との相関を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) 先行研究よりビセニスタチンで形成される液
胞は初期エンドソーム由来であると考えられてい
る。そこで動物細胞を用いた形態学的・生化学
的アプローチとして Rab5 に注目して解析を行う。
Rab5 を 大 腸 菌 で 発 現 ・ 精 製 し 、 Rab5 の
GDP/GTP 依存的結合蛋白質の差異を in vitro
系により検討する。また、液胞誘導に必要な細
胞外環境や酵素活性などを、阻害剤等を用い
て同定する。 
 
(2) 複数の薬物トランスポーターを破壊し、薬剤
感受性となった出芽酵母を親株にして、遺伝学
的に優性のビセニスタチン耐性株を取得、解析
を行う。 
 
(3) ビセニスタチン固定化ビーズを作成し、細胞
内結合蛋白質の同定を試みる。ビセニスタチン
固定化ビーズの作成は次の２つの方法で行う。 
 ① ビセニスタチン類縁体の構造活性相関検
討を行い、活性に不要な部分からリンカーを伸
ばしてビーズに固定化する。 
 ②光親和型アフィニティービーズを利用して官
能基非依存的にビーズの固定化を行う。 
 
(4) 液胞化を誘導することが知られている他の
薬剤や病原菌の作用機構と比較し、ビセニスタ
チンの標的分子を推測、特定する。 
 
４．研究成果 
(1) リコンビナントの GST-Rab5 を大腸菌発現に
より得て、GTP 型、GDP 型それぞれでビセニスタ
チンと反応させ、細胞抽出液から Rab5 結合蛋
白質を単離した。以前の報告と同様、GTP 結合
型と GDP 結合型それぞれの Rab5 を用いた場合
には結合蛋白質の差異が検出されたが、そのパ
ターンはビセニスタチン存在下でも変化が見ら
れなかった。 
 次に塩化物イオンを含まない培地ではビセニ
スタチンによる液胞化が阻害されたことから、塩
化物イオンが液胞化に必要であると考えられる。 
 
そこで各種 Cl チャンネル阻害剤を用いて検討し
たが、いずれの阻害剤も液胞化形成を抑えられ
なかった。一方、ビセニスタチンにより形成され
た液胞の多くが酸性化していたことから、小胞の
酸性化が液胞形成に必要か否かを V-ATPase
阻害剤である bafilomycin を用いて検討したとこ
ろ、bafilomycin 前処理によりビセニスタチンによ
る液胞形成が阻害された。V-ATPase が機能す
るためにはプロトンの小胞内流入に伴い塩化物
イオンの流入が必要であることから、塩化物イオ
ンは必要なものの、チャンネルを介しての流入
は起こっていないものと考えられる。 
 
 
 
(2) 薬物トランスポーター、特に細胞膜上に存在
する薬剤排出型の ABC トランスポーター、及び
非特異的薬剤耐性に関わる転写因子、合計 12
遺伝子を破壊した出芽酵母を作成し、ビセニス
タチン感受性を検討したが、野生株と比較して
感受性の向上はあまり見られなかった。このため、
酵母を用いた遺伝学的解析を行うにはビセニス
タチンの量が不足することが予測されたため、こ
のアプローチは断念することとした。 
 
(3) ビセニスタチン固定化ビーズを作成するた
め、まず類縁体の構造活性相関検討を行った。
アミノ糖部分及びラクタム部分の類縁体を作成し、
それら単独及び結合させたものの細胞増殖阻
(４) 動物細胞に液胞化を誘導する薬剤として、
theonellamide B や YM201636 が報告されている。
これらの薬剤はビセニスタチンが誘導する液胞
と異なり、小さな液胞が細胞内に形成されるとい
った違いがあるものの、液胞化機構解析の手が
かりとして有効であると考えられる。 
害活性、並びに液胞化誘導活性を検討した。い
ずれの活性に対しても、天然型のビセニスタチ
ンを超える化合物は得られなかった。また、アミ
ノ糖とラクタムのそれぞれの構造が共に重要で
あること、さらに細胞増殖阻害活性と液胞化誘
導活性は、一部相関しない場合があることが明
らかとなった。このことから、増殖阻害と液胞化に
関わる細胞内標的分子は異なると考えられる。
明確な構造活性相関が得られず、また活性に不
要な部位の特定も出来なかったことから、方法
①の活性に不要な部分からリンカーを伸ばして
ビーズに固定化する手法は断念した。 
  
 次に方法②の光親和型アフィニティービーズ
を利用した固定化ビーズを用いて、ビセニスタチ
ン結合蛋白質の取得を試みた。細胞抽出液とビ
セニスタチン固定化ビーズを反応させ、種々の
緩衝液で洗浄後、SDS サンプルバッファーで溶
出した。得られた結合蛋白質は SDS-PAGEで分
離後、コントロールビーズとビセニスタチンビー
ズで差の見られた蛋白質に対しては質量分析
計で同定を行った。その結果、複数の結合蛋白
質が得られ、その幾つかは膜融合に関わる因子
であったが、標的分子を含む複合体が得られた
のか、あるいは標的である初期エンドソームごと
精製されているのかは不明である。現在それら
の構成分子のいずれと結合するか、生化学的に
検証を続けているところである。 
 Theollenamide B は最近、ergosterol と結合す
ることが報告されたが、誘導される液胞の由来に
ついてはほとんど解析がなされていない。それ
に対し YM201636 は PI3P の inositol 環 5 位の水
酸基をリン酸化し、PI3,5P2 を生産するリン酸化
酵素 PIKfyve の阻害剤であり、形成される液胞
はエンドソーム由来であることが分かっているこ
とから、YM201636 の作用機構と比較することで
ビセニスタチンの標的分子同定の手がかりとす
ることにした。 
 ビセニスタチン、YM201636 いずれの処理によ
っても初期エンドソーム由来の液胞が形成され、
液胞の大きさ以外には違いは見られなかった。 
 
 
 
そこでPIKfyveがビセニスタチンの標的分子であ
る可能性を検討するため、PIKfyve 遺伝子を細
胞に導入して液胞化に及ぼす影響について検
討を行った。その結果、PIKfyve 過剰発現細胞
ではビセニスタチンにより液胞化が抑制された。
このことからビセニスタチンは PIKfyve、またはそ
の上流を阻害していると考えられる。そこで
PIKfyve を免疫沈降し、PI を基質にした in vitro 
kinase assay を行った。その結果、YM201636 は
PIKfyve の PI リン酸化を強く抑制したが、ビセニ
スタチンは全く阻害することが出来なかった。以
上の結果から、ビセニスタチンは PIKfyve の上流
で阻害していると考えられる。 
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